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Box - BehnkenBox - Behnken 响应面法优选贯叶金丝桃中总酚和总黄酮提取工艺响应面法优选贯叶金丝桃中总酚和总黄酮提取工艺**

周 坤，马 良△，刘春芳，郭岳瀚，陈 慧

（湖北省武汉市精神卫生中心·湖北省武汉市心理医院，湖北 武汉 430012）
摘要摘要：：目的 优选贯叶金丝桃中总酚和总黄酮的提取工艺。方法 分别采用亚硝酸钠 - 硝酸铝 - 氢氧化钠［NaNO2 - Al（NO3）3 -
NaOH］法和福林酚（Folin - Ciocalte）试剂法显色，采用紫外 - 分光光度法分别于 760 nm 和 510 nm 波长处测定总酚、总黄酮的含量。

以液料比、提取温度、乙醇体积分数、提取时间为考察因素，以总酚、总黄酮提取率的综合评分为评价指标，采用 Box - Behnken 响

应面法优选最佳提取工艺，并进行验证试验。结果 最佳提取工艺为液料比 23倍，提取温度 46 ℃，乙醇体积分数 60%，提取时间 50 min，
提取 2 次。此工艺条件下，总酚、总黄酮提取率分别为 10. 08% 和 8. 28%，RSD 分别为 1. 27% 和 1. 42%（n = 3），综合评分为 98. 62。
结论 该提取工艺稳定、可行，可用于贯叶金丝桃中总酚和总黄酮的提取。

关键词关键词：：Box - Behnken响应面法；贯叶金丝桃；总酚；总黄酮；提取工艺

Optimization of Extraction Process of Total Phenols and Total Flavonoids from Hyperici
Perforati Herba by the Box - Behnken Response Surface Methodology

ZHOU Kun，MA Liang△，LIU Chunfang，GUO Yuehan，CHEN Hui
（Wuhan Mental Health Center · Wuhan Psychological Hospital，Wuhan，Hubei 430012，China）

AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction process of total phenols and total flavonoids from Hyperici Perforati Herba. Methods The
NaNO2 - Al（NO3）3 - NaOH method and Folin - Ciocalte reagent method were used to determine the content of total phenols
and total flavonoids by the ultraviolet spectrophotometry at wavelengths of 760 nm and 510 nm，respectively. With the liquid - to -
material ratio，extraction temperature，ethanol volume fraction，and extraction time as the evaluation factors，and with the
comprehensive score of the extraction rates of total phenols and total flavonoids as the evaluation index，the Box - Behnken
response surface methodology was used to optimize the extraction process，and the validation test was conducted. Results The
optimal extraction process was as follows：the liquid - to - material ratio was 23∶1，the extraction temperature was 46 ℃，the
ethanol volume fraction was 60%，and the extraction time was 50 min with two extraction times. Under this extraction process
condition，the extraction rates of total phenols and total flavonoids were 10. 08% and 8. 28%，with RSDs of 1. 27% and 1. 42%
（n = 3），respectively，and the comprehensive score was 98. 62. Conclusion The extraction process is stable and feasible，which can
be used for the extraction of total phenols and total flavonoids from Hyperici Perforati Herba.
Key wordsKey words：：Box - Behnken response surface methodology；Hyperici Perforati Herba；total phenols；total flavonoids；extraction process

贯叶金丝桃为藤黄科植物贯叶金丝桃 Hypericum
perforatum L. 的干燥地上部分［1］，主要分布于我国的甘

肃、陕西、新疆、四川等地［2］，国内又名贯叶连翘、千层

楼、小对叶草、赶山鞭等，国外被称为圣约翰草。传统中

医认为，贯叶金丝桃有清热解毒、收敛止血、调经通乳、

利湿消肿等功效［3］。近代药理学研究表明，贯叶金丝桃

不仅有抗肿瘤、抗病毒、抗氧化、镇痛、镇静、抗炎、促进

伤口愈合等功效，还有较好抗抑郁作用［4 - 7］。临床研究
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证实，贯叶金丝桃治疗中、轻度抑郁症的效果良好，且

不良反应较传统抗抑郁药物更轻，目前已有含贯叶金

丝桃的抗抑郁中成药制剂（如疏肝解郁胶囊、脑力静胶

囊、路优泰等）应用于临床。有研究发现，贯叶金丝桃主

要含苯并二蒽酮类［8］（如金丝桃素、伪金丝桃素、异金丝

桃素等），黄酮类［9］（如芦丁、槲皮素、金丝桃苷等），间苯

三酚类［10］（如贯叶金丝桃素、加贯叶金丝桃素），挥发

油［11］，氨基酸类［12］等活性成分。其中，金丝桃苷、贯叶

金丝桃素、加贯叶金丝桃素等活性成分遇光、热均不

稳定，易氧化分解［13 - 14］，给活性成分的分离、纯化带

来了挑战，故选择合适的提取方法保留总酚、总黄酮

等活性成分对贯叶金丝桃的综合开发、利用具有实际

意义。为此，本研究中采用 Box - Behnken响应面法优

选了贯叶金丝桃中总酚和总黄酮的提取工艺。现报道

如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

UV - 3200型紫外 -可见分光光度计（上海美谱达

仪器有限公司）；KQ - 250E型超声波清洗仪（昆山市超

声仪器有限公司，功率为 250 W，频率为 40 kHz）；

CP225D型电子分析天平（精度为 0. 01 mg），ALC -
210. 2型电子天平（精度为 0. 01 g），均购自赛多利斯科

学仪器 < 北京 > 有限公司；XMTD - 2M型恒温电子数

显水浴锅（天津泰斯特仪器有限公司）。

1. 2 试药

贯叶金丝桃（河北涉县以岭燕赵中药材有限公司，

批号为 202309276）；没食子酸对照品（批号为 10831 -
202206，纯度大于99. 5%），芦丁对照品（批号为100080 -
202211，纯度大于 98. 5%），均购自中国食品药品检

定研究院；甲醇、乙醇、亚硝酸钠（NaNO2）、硝酸铝

［Al（NO3）3］、氢氧化钠（NaOH）均为分析纯，水为蒸馏水。

2 方法与结果

2. 1 紫外 - 分光光度法测定总酚与总黄酮含量

2. 1. 1 检测波长

总酚：760 nm；总黄酮：510 nm。
2. 1. 2 溶液制备

分别取 50 ℃减压干燥至恒定质量的没食子酸、芦

丁对照品各适量，精密称定，分别置 50 mL容量瓶中，加

甲醇适量，超声（功率为 240 W，频率为 45 kHz）使溶解，

分别加甲醇制成每 1 mL含 205 µg没食子酸、305 µg芦
丁的对照品贮备液。

取贯叶金丝桃药材粉末（过 2号筛）1. 0 g，精密称

定，置 50 mL具塞锥形瓶中，加乙醇超声提取，放冷，滤

过，取滤液，转移至 50 mL容量瓶中，加乙醇定容，即得

供试品溶液。

2. 1. 3 显色方法

总酚［15 - 16］：采用福林酚（Folin - Ciocalte）试剂法显

色。分别精密吸取2. 1. 2项下没食子酸对照品贮备液、供

试品溶液各 1. 0 mL，分别置 25 mL具塞比色管中，加蒸

馏水5 mL、福林酚试剂1. 5 mL，摇匀，避光反应1 min，再
加 10%Na2CO3溶液 4 mL，加水定容，密塞，摇匀，40 ℃水

浴恒温避光反应90 min，取出，即得。

总黄酮［17 - 18］：采用 NaNO2 - Al（NO3）3 - NaOH法

显色。分别精密吸取 2. 1. 2项下芦丁对照品贮备液、供

试品溶液各 1. 0 mL，分别置 25 mL具塞比色管中，加水

至 10 mL，加 5%NaNO2溶液 1 mL，混匀，放置 5 min，加
10%Al（NO3）3溶液 1 mL，摇匀，放置 5 min，加 4%NaOH
溶液10 mL，加水定容，密塞，摇匀，放置15 min，即得。

2. 1. 4 方法学考察

线性关系考察：分别精密量取 2. 1. 2项下没食子

酸、芦丁对照品贮备液各 1. 0，2. 0，4. 0，8. 0，10. 0 mL，
分别置 25 mL具塞比色管中，按 2. 1. 3项下方法显色，

即得系列质量浓度的没食子酸、芦丁对照品溶液，分别

于 760 nm和 510 nm波长处测定没食子酸、芦丁的吸光

度。以对照品溶液的质量浓度（C，µg / mL）为横坐标、吸

光度值（A）为纵坐标进行线性回归，分别得回归方程

A没 = 13. 145 2 C没 - 0. 002 7和 A芦 = 15. 979 1 C芦 -
0. 005 7（r = 0. 999 7，0. 999 8，n = 5）。结果表明，没食

子酸、芦丁的质量浓度分别在 8. 20～82. 0 µg / mL、
12. 20～122. 0 µg /mL范围内与各自吸光度值线性关系良好。

精密度试验：分别量取 2. 1. 2项下没食子酸对照品

贮备液（质量浓度为 205 µg / mL）、芦丁对照品贮备液

（质量浓度为 305 µg / mL）各 4. 0 mL，分别置 25 mL具

塞比色管中，按 2. 1. 3项下方法显色，分别于 760 nm和

510 nm波长处测定没食子酸、芦丁的吸光度。结果的

RSD分别为1. 19%和1. 36%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 1. 2项下供试品溶液 1. 0 mL，平
行 2份，分别置 25 mL具塞比色管中，按 2. 1. 3项下方

法显色，分别于显色后 0，15，30，45，60 min时于 760 nm
和 510 nm波长处测定没食子酸、芦丁的吸光度。结果的

RSD分别为 1. 38%和 1. 39%（n = 10），表明供试品溶液

显色后放置60 min内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为 202309276）适量，平

行 6份，更换试验组内其他操作人员，按 2. 1. 2项下方

法制备供试品溶液，取 1. 0 mL，各平行 2份，按 2. 1. 3项
下方法显色，分别于 760 nm和 510 nm波长处测定没食

子酸、芦丁的吸光度，代入回归方程计算样品中没食子

酸、芦丁的含量。结果的 RSD分别为 1. 65%和 1. 56%
（n = 12），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品粉末（过 2号筛）
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1. 0 g，精密称定，平行 6份，分别按 100%比例加没食

子酸、芦丁对照品，混匀，按 2. 1. 2项下方法制备供试品

溶液，取1. 0 mL，按2. 1. 3项下方法显色，分别于760 nm
和 510 nm波长处测定没食子酸、芦丁的吸光度，代入回

归方程计算回收率。结果平均回收率分别为 99. 81%和

99. 64%，RSD均为1. 31%（n = 6），表明方法准确度良好。

2. 1. 5 样品含量测定

精密量取供试品溶液1. 0 mL，平行2份，按2. 1. 3项
下方法显色，分别于 760 nm和 510 nm波长处测定没食

子酸、芦丁的吸光度，代入回归方程计算含量。

2. 2 总酚与总黄酮提取率测定

按如下公式计算贯叶金丝桃中总酚、总黄酮的提

取率（Y），X = C·V·f，Y（%）=（X / m）× 100%。式中，X为提

取液中总酚、总黄酮的含量（以没食子酸、芦丁计，mg）；

C为供试品溶液中没食子酸、芦丁的质量浓度（µg / mL）；

V为定容后体积（mL）；f为稀释倍数；m为贯叶金丝桃饮

片的取样量（g）。

2. 3 综合评分计算

采用加权评分法计算总酚、总黄酮提取率的综合评

分，综合评分 =总酚提取率评分 +总黄酮提取率评分，

提取率评分 =（提取率 /提取率max）× 50。
2. 4 单因素考察

液料比：取贯叶金丝桃饮片粉末（过 2号筛）1. 0 g，
精密称定，平行 5份，分别置 50 mL具塞锥形瓶中，分别

加 15，20，25，30，35倍量 65%乙醇溶液，50 ℃温度下

提取 60 min，按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，按

2. 1. 3项下方法显色，分别于 760 nm和 510 nm波长处

测定没食子酸、芦丁的吸光度，代入回归方程计算总

酚、总黄酮的含量，考察液料比对总酚、总黄酮提取率

综合评分的影响。结果液料比为 15～25倍时，总酚、总

黄酮提取率的综合评分呈上升趋势；液料比大于 25倍
时，总酚、总黄酮提取率的综合评分呈下降趋势。综合

考虑，Box - Behnken响应面法试验设计液料比的中心

点选择25倍。详见图1 A。
提取温度：取贯叶金丝桃饮片粉末（过2号筛）1. 0 g，

精密称定，平行4份，分别置50 mL具塞锥形瓶中，加25倍
量 65%乙醇溶液，分别于 40，50，60，70 ℃温度下提取

60 min，按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1. 3项
下方法显色，分别于 760 nm和 510 nm波长处测定没食

子酸、芦丁的吸光度，代入回归方程计算总酚、总黄酮

的含量，考察提取温度对总酚、总黄酮提取率综合评分

的影响。结果提取温度为 40～55 ℃时，总酚、总黄酮提

取率的综合评分呈上升趋势；提取温度高于 55 ℃时，总

酚、总黄酮提取率的综合评分呈下降趋势，表明提取温

度高于 55 ℃，总酚、总黄酮可能受热氧化、分解导致综

合评分下降。综合考虑，Box - Behnken响应面法试验设

计提取温度中心点选择55 ℃。详见图1 B。
乙醇体积分数：取贯叶金丝桃饮片粉末（过 2号筛）

1. 0 g，精密称定，平行 4份，分别置 50 mL具塞锥形瓶

中，加 25倍体积分数分别为 45%，60%，75%，90%的乙

醇溶液，55 ℃温度下提取 60 min，按 2. 1. 2项下方法制

备供试品溶液，按 2. 1. 3项下方法显色，分别于 760 nm
和 510 nm波长处测定没食子酸、芦丁的吸光度，代入回

归方程计算总酚、总黄酮的含量，考察乙醇体积分数对

总酚、总黄酮提取率综合评分的影响。结果乙醇体积分

数为 45%～60%时，总酚、总黄酮提取率的综合评分呈

上升趋势；乙醇体积分数为 65%时，总酚、总黄酮提取

率的综合评分最高，之后呈下降趋势，表明贯叶金丝桃

中总酚、总黄酮主要以酚苷类、黄酮苷类等偏极性大分

子形式存在。综合考虑，Box - Behnken响应面法试验设

计乙醇体积分数中心点选择60%。详见图1 C。
提取时间：取贯叶金丝桃饮片粉末（过2号筛）1. 0 g，

精密称定，平行 5份，分别置 50 mL具塞锥形瓶中，加

25倍 60%乙醇溶液，55 ℃温度下分别提取 30，45，60，
75，90 min，按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，按

2. 1. 3项下方法显色，分别于 760 nm和 510 nm波长处

测定没食子酸、芦丁的吸光度，代入回归方程计算总

酚、总黄酮的含量，考察提取时间对总酚、总黄酮提取

率综合评分的影响。结果提取时间为 30～60 min时，总

酚、总黄酮提取率的综合评分呈上升趋势；提取时间大

A. 液料比 B. 提取温度 C. 乙醇体积分数 D. 提取时间

图1 单因素试验考察结果

A. Liquid - to - material ratio B. Extraction temperature C. Ethanol volume fraction D. Extraction time
Fig. 1 Results of the single factor test

A B C D
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于 60 min时，总酚、总黄酮提取率综合评分无明显变

化，表明大部分总酚、总黄酮类成分提取 60 min已提取

完全。综合考虑，Box - Behnken响应面法试验设计提取

时间中心点选择60 min。详见图1 D。
2. 5 Box-Behnken响应面法优选总酚与总黄酮提取工艺

2. 5. 1 试验设计［19 - 20］

鉴于提取工艺中提取次数为非连续型变量，结合

生产成本及文献［20 - 21］，暂定提取次数为 2次。以液

料比（因素A）、提取温度（因素B）、乙醇体积分数（因素C）、

提取时间（因素D）为考察因素，以总酚、总黄酮提取率

的综合评分为评价指标，采用Box - Behnken响应面法

优选提取工艺。根据Box - Behnken响应面法中心组合

原理，在 4个因素的中心点各设定低、中、高 3个水平，

依次赋值为 - 1，0，+ 1。因素与水平见表 1，试验设计与

结果见表2。
表1 因素与水平

Tab. 1 Factors and their levels

水平

- 1
0

+ 1

因素A（倍）

20
25
30

因素B（℃）

45
55
65

因素C（%）

50
60
70

因素D（min）
45
60
75

2. 5. 2 模型拟合与方差分析

回归方程：采用Design - Expert 8. 06软件对表 2中
的数据进行多元线性回归分析，得液料比（因素A）、提

取温度（因素B）、乙醇体积分数（因素C）、提取时间（因

素D）与综合评分（Y）的多元线性回归方程 Y = 97. 37 -
1. 25 A - 2. 00 B - 2. 93 C + 0. 93 D - 1. 34 AB - 2. 33 AC +
3. 07 AD - 4. 75 BC + 0. 88 BD - 0. 80 CD - 5. 56 A2 +
2. 13 B2 - 9. 03 C2 - 4. 72 D2。

方差分析：结果见表3。可见，模型的平方和为1 172. 75，
F = 40. 62，P < 0. 000 1，表明建立的模型具有显著性；

因素A、因素B、因素C、因素D的P值均小于 0. 05，F值

均大于 5. 00，表明所选取的 4个因素均对综合评分有显

著影响，影响程度从大至小依次为乙醇体积分数 > 提

取温度 >液料比 >提取时间；多元线性回归方程中，A，
B，C，D，AC，AD，BC，A2，B2，C2，D2 11项变量对综合评分

的线性效应均显著（P < 0. 05）；多元线性回归方程一次

项中，液料比、提取温度、乙醇体积分数对综合评分的

影响均呈负相关，提取时间呈正相关；多元线性回归方

程二次项中，A2，C2，D2对综合评分的影响均呈负相

关，B2呈正相关，其中以乙醇体积分数的影响最显著，

液料比次之；多元线性方程交互项中，AD，BD对综合评

分的影响均呈正相关，AB，AC，BC，CD均呈负相关，其

中以BC对综合评分的影响最显著，AD次之。

表2 Box - Behnken响应面法试验设计与结果

Tab. 2 Design and results of the Box - Behnken response
surface methodology

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25～29

因素A
- 1
0
0
1
0
0
1
0
0
0

- 1
- 1
1
1
0
1

- 1
0
0
0

- 1
1
0

- 1
0

因素B
0
1
1
0

- 1
1

- 1
0
1
0
0
1
0
0
0
1
0

- 1
- 1
0
0
0

- 1
- 1
0

因素C
0

- 1
0

- 1
1
1
0

- 1
0
1

- 1
0
0
1
1
0
0

- 1
0

- 1
1
0
0
0
0

因素D
- 1
0

- 1
0
0
0
0

- 1
1

- 1
0
0

- 1
0
1
0
1
0

- 1
1
0
1
1
0
0

提取率（%）

总酚

10. 01
9. 31
8. 85
7. 57
9. 33
9. 44
10. 10
8. 68
9. 72
9. 13
9. 31
10. 04
7. 76
8. 24
9. 67
9. 69
7. 57
8. 62
10. 08
8. 17
10. 25
8. 17
9. 62
9. 57
9. 71

总黄酮

7. 03
8. 35
7. 87
8. 23
8. 19
5. 82
7. 95
7. 28
7. 75
5. 71
6. 85
7. 71
7. 52
5. 72
6. 20
7. 43
7. 97
8. 01
8. 08
8. 09
5. 68
8. 19
8. 22
8. 05
8. 38

综合评分

90. 77
95. 24
90. 13
86. 03
94. 38
80. 77
96. 70
85. 78
93. 66
78. 61
86. 29
94. 98
82. 72
74. 32
84. 16
91. 60
84. 48
89. 84
97. 38
88. 12
83. 89
88. 72
95. 97
94. 71
97. 37

各影响因素交互作用的响应面图：由表 3可见，本

研究中的模型 P < 0. 000 1，失拟项的离差平方和为

28. 87，失拟项的 P > 0. 05，表明模型拟合度较高，不存

在显著失拟，试验测定值与模型预测值较接近，模型具

有较好预测性，4个自变量（液料比、提取温度、乙醇体

积分数、提取时间）与因变量（总酚、总黄酮提取率的综

合评分）间的线性关系可用该模型进行描述；决定系数

R2 = 0. 987 9，R = 99. 40%，表明有 99. 40%提取率综合

评分的变差归因于以上 4个自变量，仅存在 0. 60%的可

能变差不被该多元线性回归方程所解释［19］。将以上数

据代入Design - Expert 8. 06软件，由软件导出液料比、提

取温度、乙醇体积分数、提取时间对总酚、总黄酮提取率

综合评分影响的三维响应面图。可见，提取时间与液料

比、乙醇体积分数与液料比、提取时间与乙醇体积分数、

提取时间与提取温度、乙醇体积分数与提取温度、提取温

度与液料比的三维响应面图均为开口向下、陡峭的凸面，
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表明选定因素的考察水平范围内存在响应值的最大值；

各自对应的三维响应面为高度卷曲的曲面，表明自变量

与因变量间的函数关系并非单纯的一元线性关系，采用

多元线性回归方程描述液料比、提取时间、乙醇体积分

数、提取温度与综合评分间的线性关系可能更合理。详见

图2。采用Design - Expert 8. 06软件分析数据，预测推荐

的最优提取工艺为液料比22. 6倍，提取温度45. 8 ℃，乙

醇体积分数59. 4%，提取时间49. 9 min。该条件下理论最

优评分为98. 44，总酚提取率为9. 91%，总黄酮提取率为

8. 39%。为方便实际操作，将该工艺参数调整为液料比23倍，

提取温度46 ℃，乙醇体积分数60%，提取时间50 min进行

验证试验。

2. 5. 3 验证试验

取贯叶金丝桃饮片粉末（过 2号筛）5. 0 g，精密称

定，平行 3份，加 23倍 60%乙醇溶液，46 ℃温度下提取

2次，每次 50 min，按 2. 1项下方法测定总酚、总黄酮含

量，按 2. 2项下公式计算提取率，按 2. 3项下公式计算

综合评分。结果总酚、总黄酮的提取率分别为 10. 08%
和 8. 28%，RSD分别为 1. 27%和 1. 42%（n = 3），综合评

分为 98. 62，与预测值基本接近，表明该模型预测的准

确性良好。

3 讨论

正交试验设计是一种对孤立的试验点进行优化的

多变量系统试验设计，试验结果仅能给出最佳因素水

平组合，无法对处于因素水平间的区域给出优化值，即

优化的最终结果为因素、水平间的组合，而非优化工艺

参数实际值［19 - 20］。而响应面法通过对响应面等值线的

分析寻求最优工艺参数，将多因素试验中自变量与因

变量的相互关系用二次多项式曲线拟合方程呈现，在

A. 提取时间 - 液料比 B. 乙醇体积分数 - 液料比 C. 提取时间 - 乙醇体积分数 D. 提取时间 - 提取温度 E. 乙醇体积分数 -
提取温度 F. 提取温度 - 液料比

图2 各影响因素交互作用对综合评分影响的三维响应面图

A. Extraction time - liquid - to - material ratio B. Ethanol volume fraction - liquid - to - material ratio C. Extraction time - ethanol volume
fraction D. Extraction time - extraction temperature E. Ethanol volume fraction - extraction temperature F. Extraction temperature - liquid - to -

material ratio
Fig. 2 3D - response surface map of the interaction effects of various influencing factors on the comprehensive score
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表3 方差分析结果

Tab. 3 Results of the ANOVA

方差来源

模型

A
B
C
D
AB
AC
AD
BC
BD
CD
A2
B2
C2
D2
残差

失拟项

误差

总离差

离差平方和

1 172. 75
18. 82
48. 04
103. 04
10. 31
7. 21
21. 67
37. 76
90. 25
3. 13
2. 57

200. 56
29. 48
529. 37
144. 75
28. 87
28. 87
0. 000

1 201. 62

自由度

14
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
14
10
4
28

均方

83. 77
18. 82
48. 04
103. 04
10. 31
7. 21
21. 67
37. 76
90. 25
3. 13
2. 57

200. 56
29. 48
529. 37
144. 75
2. 06
2. 89
0. 000

F值

40. 62
9. 13
23. 30
49. 97
5. 00
3. 50
10. 51
18. 31
43. 77
1. 52
1. 25
97. 26
14. 30
256. 71
70. 19

0. 29

P值

< 0. 000 1
0. 009 2
0. 000 3

< 0. 000 1
0. 042 1
0. 082 6
0. 005 9
0. 000 8

< 0. 000 1
0. 238 0
0. 283 0

< 0. 000 1
0. 002 0

< 0. 000 1
< 0. 000 1

0. 330 0
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试验条件优选过程中，可连续对各水平进行分析，能找

出整个区域因素的最佳组合（优化结果为因素、水平下

的实际值）和响应值的预测最优值［19 - 20］。目前，贯叶金

丝桃提取工艺研究多以金丝桃苷、金丝桃素、总黄酮等

作为单一评价指标，但并未考虑贯叶金丝桃素、加贯叶

金丝桃素等总酚类活性成分，且上述总酚类活性成分

（贯叶金丝桃素、加贯叶金丝桃素）与黄酮类活性成分

（槲皮素、金丝桃苷）遇光和热均不稳定，易氧化分解，

提取过程中极易受热破坏其活性结构，故提取过程中

选取更全面的评价指标及最大限度地保留其活性是提

取工艺的关键。故本研究中选择具有提取效率高、相对

温和、环保能耗低、溶剂损失少等特点的超声波辅助提

取法提取总酚、总黄酮，以二者提取率的综合评分为评

价指标，通过单因素试验获取关键因素中心点，进一步

采用Box - Behnken响应面法优选提取工艺。

多元线性回归方程一次项中，提取时间对综合评

分的影响呈正相关，液料比、提取温度、乙醇体积分数

对综合评分的影响均呈负相关，其中以乙醇体积分数

的影响最显著，提取温度次之，表明贯叶金丝桃中总

酚、总黄酮主要以极性大分子形式存在，且对提取温度

较敏感。为获得较好的总酚、总黄酮提取率的综合评

分，乙醇体积分数、提取温度应严格控制在合理范围

内。二次项中，B2对综合评分的影响呈正相关，表明在

一定水平范围内，提高提取温度有利于总酚、总黄酮的

提取；尽管 A2，C2，D2对综合评分的影响均呈负相关，但

其线性效应均高度显著（P < 0. 01，F > 50），其中以乙醇

体积分数的影响最大，液料比次之，提取时间最小，表

明乙醇体积分数是提取过程中影响较大的因素，提取

过程中应严密监控。交互项中，AB，AC，BC，CD对综合

评分的影响均呈负相关，表明以上因素的交互作用对

综合评分存在不利影响，提取时应控制以上叠加因素

在适当水平范围内。本次试验优化结果显示，控制液料

比 21～24 倍，提取温度 45～55 ℃，乙醇体积分数

55%～60%，提取时间超过50 min时综合评分均大于95。
最终优选贯叶金丝桃中总酚、总黄酮提取工艺条件为

液料比 23倍，提取温度 46 ℃，乙醇体积分数 60%，提取

时间 50 min，提取 2次。按此工艺条件下制备 3批样品，

综合评分为98. 62，与预测值（98. 44）接近。

综上所述，本研究中优选的提取工艺稳定、可行，

可用于贯叶金丝桃中总酚、总黄酮的提取。
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